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図2. Adachi, K. et al. Cell 130(2007) 309-321
より改変。.A: トラジェクトリ模式図。各dwell
とその位置でのイベントが書いてある。B: リン
酸先抜けスキーム。C: リン酸後抜けスキーム。
3 つの円は βサブユニットに相当。矢印の向き
がγサブユニットの向きを示す。 
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要約 
 本研究は、回転分子モーターであるF1-ATPase(以下F1)の回転スキームを明らかにすることを最終目標として
いる。その為に、生成物の１つであるリン酸の解離が遅い変異体を作ろうと試みた。我々はリン酸の解離が遅い
変異体としてP-loopと呼ばれる部位への変異を導入したP-loop変異体(βG158S)を作成し、回転観察を行いリン
酸の解離が遅い事を確かめた。変異体のキメラF1を作成し、リン酸後抜けスキームを支持する結果が得られた。 
 
導入 
 F1はATPをADPとリン酸に加水分解しながら回転する回転分子モーターである 1。その際、ATP一分子を加
水分解する度に回転軸であるγサブユニットがα3β3リングに対して120°だけステップ状に回転する 1。その
120°のステップ回転は80°と40°の小さなサブステップに分かれ、それぞれ触媒部位を持つ βサブユニット
で起きるイベントが異なる 2,3。βサブユニットにATPが結合し、ADPが解離することで80°のサブステップが
引き起こされ、ATPの加水分解、リン酸の解離によって40°のサブステップが引き起こされる 2,3。ATPが加水
分解されるのはそのATPがβサブユニットに結合してから、γサブユニットがちょうど200°回転した時に起き
る。これらを踏まえると、3つのβサブユニットとγサブユニットの向きの相関関係が得られるようになる。図
2はその相関関係を表しており、回転スキームと呼ばれる。回転スキームは2種類が考えられており 4、1つは加
水分解されたADPとリン酸では、リン酸が先に解離した後、
ADPが離れる「リン酸先抜け」と呼ばれるスキーム(図2B)。
もう一つはADPが解離した後にリン酸が離れる「リン酸後抜
け」と呼ばれるスキーム(図2C)である。現在、磁気ピンセット
を使った実験により、「リン酸後抜け」スキームが有力とされて
いるが 5、我々は他の方法での検証も必要だと考え、変異体を
使った方法を考案した。リン酸の解離が遅い変異体であれば
40°のサブステップが顕著に現れるはずであり、3つのβサブ
ユニットのうち1つだけを変異体にしたキメラF1を使えば変
異体のリン酸が抜ける角度が一か所のみ長く見えるのでリン酸
の解離が検出できるという方法である。 
図1. 牛心筋ミトコンドリア由来
F1-ATPase立体構造。PDB：2JDl 
赤：αサブユニット 
緑：βサブユニット 
青：γサブユニット 
図 3.P-loopの拡大図。左：野生型F1。右：βG158S。左右共に黄が βサブユ
ニット、青が α サブユニット。赤が P-loop で右の水色部分が変異を入れた
G158S。赤い矢印で示しているのが ATPの 3つ目のリン酸で、P-loop はこ
のリン酸を取り囲むような構造をしている。PDB: 2JDI 
 P-loop変異体 
 我々はリン酸の解離が遅い変異体としてP-loop変異体βG158Sに着目した。P-loopとはβサブユニットのATP
結合部位付近に存在している。特に3つ目のリン酸付近にある部位であり、先行研究のβG158Cでの結果 6も踏
まえ、リン酸の解離が遅いので
はないかと予想した。 
 
 実験方法 
 実験は主に一分子観察を行っ
た。1 ms程度の反応速度定数を
求めるために、回転を見るため
のプローブ(目印)になる物には
直径40 nmの金コロイド粒子
を利用した。本研究では全反射
顕微鏡を用いてエバネッセント
光の散乱光を観察して一分子の
回転の様子を観察し、dwell 
time(ステップの待ち時間)のヒ
ストグラムを描き、ヒストグラムをフィッティングした時定数を求め反応の速さを調べた。 
 F1はα3β3リングに導入したHis-tagを利用してNiコーティングしたガラス上に固定する。F1の回転軸である
γサブユニット先端に変異導入したCysをビオチンで修飾させる。プローブの金コロイド粒子は表面をアビジン
で修飾すれば、ビオチン‐アビジン結合で金コロイド粒子はγサブユニットに結合する。 
 一分子回転観察は野生型、変異体それぞれで ATP低濃度(2 μM)、ATP 飽和濃度(5 mM)で行い、それぞれの
ATP結合定数、ATP加水分解・リン酸解離の反応速度定数を求めた。次に 3つの βサブユニットの内、一つだ
けを変異体に変えたキメラF1を作成し、変異体のリン酸解離の位置を調べた。 
 
  
図4光学系の模式図 
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kon（M-1・s-1) τ 1(ms) τ 2(ms)
野生型 1.2±0.1×107 0.42±0.02 0.81±0.04
G158S 2.5±0.4×106 2.1±0.1 4.1±0.3  
 
結果 
 始めに変異体の性質を調べた。F1はステップ状の回転をするので、トラジェクトリを書くと勾配がある部分と
平らな部分に分けられる。平らな部分をdwellと呼び、その長さのヒストグラムをdwell timeヒストグラムと呼
ぶ。このヒストグラムのフィッティングカーブから、反応速度が求まる。ATPが低濃度(2 μM)の場合、dwellは
ATP結合待ち時間に相当し、ヒストグラムからはATPとF1の結合定数 konが求まる。konの値は表 1に纏め
たが、G158Sは野生型に比べて10倍ATPとの親和性が低下していることが分かった。 
 ATP飽和状態(5 mM)の場合、dwell timeはATPの加水分解とリン酸の解離の二つの反応の待ち時間に相当す
る。その為、dwell timeは二次の指数関数でフィッティングできて、2つの時定数が得られる。2つの時定数は
片方が ATP 加水分解、もう片方がリン酸解離の時定数に相当するが、どちらがどちらなのかは未だ明らかにな
っていない。G158Sの2つの時定数は短い方で2.1 msであり、野生型の長い方(0.81 ms)と比べても長くなって
いるため、G158SはATP加水分解・リン酸の解離共に野生型に比べて遅いことが予想される。したがって、キ
メラF1をATP飽和濃度で回転観察すれば、G158S由来の長い時定数が1か所のdwellから見られれば「リン酸
先抜け」スキームを、2か所のdwellから見られれば「リン酸後抜け」スキームを支持する結果となる。 
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図5. Dwell timeヒストグラム。内側のグラフはそれぞれの重心プロット。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
キメラ F1の回転観察を行った。まず、ATP低濃度で回転を観察し、G158SにATPが結合した時のプローブ
の角度を調べた。各dwellのdwell timeから時定数を求めると、青いピークの位置でG158SにATPが結合して
いる事がわかる(2 μM ATPの場合、G158SのATP結合時定数は200 ms, 野生型は15 ms)。溶液交換を行い、
ATP濃度を飽和濃度の5 mMまで上げると、停止位置が変化した。これはATP結合待ちの位置で留まっていた
ものが、ATP濃度が上がることでATP水解・リン酸解離の角度で反応を待つようになったのだと考えられる。 
 考察 
 角度の位置関係を見ると、G158SにATPが結合する青のヒストグラムの山の次の黄の山の位置では野生型の
ATP水解・リン酸解離が起こる角度で、時定数も一致している(表1,2)。橙のdwellではG158Sの加水分解が起
きるはずで、G158Sの2つの時定数と橙の時定数を比べると、1.46 msがG158Sの加水分解だと推測される。
すると橙のもう一つの時定数0.74 msは野生型の2つの時定数の片方に近く、これが野生型のリン酸解離だと推
測できる。ということは、G158Sのリン酸解離は橙の位置ではなく、リン酸後抜けスキームを支持する結果が得
られたと考えられる。ただ、黒→黄の時定数が長い事が解決すべき問題として残っている。 
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5 mM ATP 
赤→青  τ = 11.4 ms 
青→緑  τ = 214 ms 
緑→赤  τ = 12.2 ms 
 
橙→黒 𝜏1=0.74 ms, 𝜏2=1.46 ms 
黒→黄  𝜏1=2.07 ms, 𝜏2=3.53 ms 
黄→橙  𝜏1=0.83 ms, 𝜏2=0.36 ms 
表 2. キメラ F1の各 dwell
の時定数 
表 3. キメラ F1の各 dwell
の時定数 
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図6.キメラF1(1×G158S)の角度ヒストグラムと重心プロット。a: 2 μM ATPでの角度ヒストグラム。角度ヒ
ストグラムはフレーム毎に重心位置の角度を求め、ヒストグラムにしたもの。3か所のピークの角度に線を引
いた。b: 2 μM ATPでの重心プロット。丸で囲った部分のクラスターが角度ヒストグラムの同じ色のヒスト
グラムの山に相当する。c: 5 mM ATPでの角度ヒストグラム。3か所のピークに線を引いた。d: 5 mM ATP
での重心プロット。a,b同様丸と山が対応。 
